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Beschrelbung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Hersteilung von immortalisierten, das heiBt permanent ztlchtba- 
ren Zell-Unien. 

Normale menschliche und tierische Zellen haben eine begrenzte Lebenszeit in Kultur. Sie kQnnen sich 
mit einer bestimmten Verdopplungszeit vermehren oder als ruhende Zellen in der G0/G1 -Phase des Zell- 
Zyklus verbleiben. Bei sich vermehrenden Zellen ist der Beginn der Alterung in Kultur vom Zelltyp und vom 
Alter, sowie der Spezies des Spenders abhSngig. Tumorbildende Zell-Unien konnen unbegrenzt kultiviert 
werden, unterscheiden sich aber in zahlreichen Eigenschaften von normalen, altemden Zellen. 

Beispielsweise befinden sich menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut in der Ruhephase 
(G0/G1) des Zell-Zyklus, k6nnen aber in Kultur auf verschiedene Weise zum Eintritt in die Vermehrungs- 
phase (S) und zur Reifung (Differenzierung) angeregt werden. B-Lymphozyten in der Ruhephase kfinnen 
durch Antigene. B-Lymphozytenwachtumsfaktoren Oder durch T-Lymphozyten vermittelte Stimulation mit 
Hilfe eines Wachstumsfaktors (Interieukin) zur Vermehrung und Reifung veranlaBt werden. Ebenso kCnnen 
T-Lymphozyten durch Zellteiiung anregende Substanzen (Mitogene) oder spezifische Wachstumsfaktoren 
zur Vermehrung und Reifung in Kultur angeregt werden. Langzeitkulturen normaler Lymphozyten sind von 
der Anwesenheit entsprechender Wachstumsfaktoren oder Antigene im Kulturmedium abhSngig. Femer 
k5nnen menschliche Lymphozyten auch durch Infektion mit Viren in Kultur zur permanenten Vermehrung 
angeregt werden. Die Zellen verlieren dabei einige Eigenschaften normaler Lymphozyten und erhalten neue 
Eigenschaften, die sie mit tumorbildenden Lymphozyten gemeinsam haben. Das Epstein-Barr Virus vermag 
nach Infektion in Kultur eine Untergruppe menschlicher B-Lymphozyten, die den C3-Rezeptor und den 
Epstein-Barr Virus Rezeptor ausprSgen, zur standigen Vermehrung anzuregen. Dabei werden die Lympho- 
zyten auf einer fruhen Differenzierungsstufe angehalten. Das menschliche T-Zell LeukSmie/Lymphom Virus 
(HTLV), Typ I, II, infiziert dagegen fast ausschlieBlich T-Lymphozyten, die durch eine bestimmte Oberfla- 
chenkomponente. dem OKT4 + Marker, gekennzeichnet sind. Einige Zell-Linien bleiben auch nach HTLV- 
Infektion fdr ihre Vermehrung von T-Lymphozyten-Wachstumsfaktoren abhSngig. 

Ferner lassen sich permanente Zell-Unien durch Zell/Zell-Fusionen gewinnen. Dabei werden z.B. 
Lymphozyten mit Zellen unbegrenzt teilungstehiger Linien (z.B. Myelom-Zellen, Lymphom-Zellen, Epstein- 
Barr Virus infizierten lymphoiden Zellen) fusioniert und anschliess.end so selektioniert, daB die entstandenen 
Hybrid-Zellen sich bevorzugt vermehren konnen. Die Hybridzellen haben den doppelten Chromosomensatz 
einer Ausgangszelle und verlieren z.T. in den foigenden Zellgenerationen die Chromosomen der normalen 
Ausgangszelle (Lymphozy-ten). Dabei kdnnen gewUnschte Eigenschaften der HybridZellen, wie z.B. die 
Produktion yon AntikSrpern, Oberflachenproteinen, sezernierten Proteinen oder andere Sytheseleistungen 
der Zelle wieder verloren gehen. Diese Zellfusions-Verfahren zur Gewinnung von permanenten Zell-Unien 
lassen sich auch nur auf Lymphozyten und neuronale Zellen anwenden. 

Aus Hybridoma 3(2), 1984, 107-117 ISBt sich entnehmen, daB bei der Immortalisierung von Zellen DNA 
die essentielle Komponente darstellt. Es finden sich dort jedoch keine Hinweise darauf, dafl eine DNA aus 
Cytoplasma oder Cytoplasten wesentlich besser zur Immortalisierung geeignet ist ais Gesamt-DNA oder 
Kern-DNA ( also die weit Uberwiegende Menge an DNA der Zelle. 

Aus der EU-A1 83 104 243.7 ist es bereits bekannt, immortalisierte humane oder tierische Zellen aus 
normalen Zellen durch Fusion mit einem nicht vermehrungsfShigen Fragment einer transformierten Zelle 
und ZUchtung in einem Medium ohne Selektionssubstanzen herzustellen. Ais nicht vermehrungsfShige 
Fragmente kSnnen hierbei auch Cytoplasten verwendet werden. Hierdurch gelingt es, beliebige tierische 
und menschliche Zellen zu immortalisieren und gleichzeitig die Ausbeute durch Wegfall der Selektionssub- 
stanzen zu steigern. AuBerdem wird die oben erwahnte, bei der Zell-Zeli-Fusion im Laufe der WeiterzDch- 
tung hSufig auftretende nachtrSgliche VerSnderung der Zelleigenschaften vermieden. Jedoch wSre eine 
weitere Verbesserung der Ausbeute und der Permanenz immortalisierter Zellen erwOnscht. 

Der Erfindung liegt daher die Aufgabe zugrunde, die Immortalisierungsausbeute und die Eigenschaften 
der immortalisierten Zellen weiter zu verbessem. 

GelSst wird diese Aufgabe erfindungsgemSB durch ein Verfahren zur Immortalisierung von humanen 
oder tierischen Zellen durch Transfektion mit einem nicht vermehrungsfShigen Fragment einer permanent 
zUchtbaren Zelle und ZUchtung derselben in einem Kulturmedium ohne Selektionssubstanzen, welches 
dadurch gekennzeichnet ist, daB man aus dem Cytoplasma einer permanent zuchtbaren menschlichen oder 
tierischen Zelle gewonnene DNS in die zu immortalisierenden Zellen transfiziert. 

ErfindungsgemSB erhSIt man unbegrenzt in Kultur vermehrbare Zell-Linien, wobei bestimmte Nachteile 
der Babiierung von Zell-Linien durch Zellfusion oder durch chemische Carcinogene sowie durch Infektion 
mit tranformierenden Viren vermieden werden. Die nach dem erfindungsgemSBen Verfahren erhaltenen 
Zell-Linien haben weitgehend ihre normalen Eigenschaften beibehalten, was eine vielfaltige Verwendung der 
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Zellen ermSglicht 

Die erhaltenen Ze!l-Linien wachsen unabhSngig von zellspezrfischen, exogen zugegebenen Wachstums- 
faktoren. 

Das erfindungsgemSfie Verfahren kann zur Immortalisierung beliebiger humaner oder tierischer Zellen 
verwendet werden, einschliefllich von Zellen des Immunsystems wie Lymphozyten und dg!., Bindegewebs- 
zellen, drfferenzierte Organzellen, Epithelzellen usw. 

Die Immortalisierung dieser Zellen erfolgt erfindungsgem&B durch EinfQhrung (Transfektion) einer 
bestimmten Art von DNS, welche aus dem Cytoplasma von permanent zOchtbaren menschlichen oder 
tierischen Zellen gewonnen wird. Es wird also nicht die Zel!kem-DNS (genomische DNS) verwendet 
sondern lediglich die aus dem den eigentlichen Kern umgebenden Cytoplasma isolierbare DNS. Vorteilhaft 
gent man deshalb zur Gewinnung dieser DNS von Cytoplasten aus. Ms permanent zQchtbare menschliche 
und tierische Zellen zur Gewinnung der transfizierten DNS kSnnen Tumorzellen oder auf andere Weise 
immortalisierte nicht tumorigene Zellen, beispielsweise nach dem erfindungsgemSBen Verfahren bereits 
hergestellte immortalisierte Zellen verwendet werden. Besonders gute Ergebnisse werden erharten unter 
Verwendung von DNS aus Cytoplasten transformierter Maus L-Zellen (L-929 Zellen, ATCC CCL 1). Maus 
Myelom-Zellen (Ag&653 Zellen ATCC CRL-1580), Ehrlich-Aszites-Zellen (EAZ, ATCC CCL 77) oder 
Mensch Carcinom-Zellen (z.B. Hela 229, ATCC CCL 2.1). Angesichts der auBerordentlich groBen Vielzahl 
von existierenden Tumorzell-Linien und immortalisierten nicht tumorigenen Zell-Linien ist eine erschdpfende 
AufzShlung nicht moglich. Die Eignung der cytoplasmatischen DNS der permanent zOchtbaren Zell-Linie 
ISBt sich jedoch auf einfache Weise durch Isolierung dieser DNS und PrUfung der Wachstumseigenschaften 
von damit transfizierten normalen Zellen feststellen. 

Die Gewinnung der cytoplasmatischen DNS erfolgt ausgehend vom isolierten Cytoplasma oder vorzugs- 
weise Cytoplasten. Geht man von Cytoplasten aus, so werden diese erst lysiert und das losliche Lysat mit 
einer Proteinase inkubiert. Aus dem loslichen Anteil der Inkubationsmischung wird dann die DNS nach 
bekannten Methoden abgetrennt. Geeignete Methoden sind Isolierung Qber Dichtegradienten, z. B. mit CsCI 
(Nucleid Acid Research and Molekular Biology 3 (1964) 1 bis 32), Affinitatschromatographie oder elektro- 
phoretteche Auftrennung ("Molecular Cloning", ed. Maniatis. Fritsch. Sambrook, Cold Spring Harbour Lab, 
1982) und Extraktion mit DNS-L6sungsmitteln. Bevorzugt erfolgt die Abtrennung, indem man mit einem 
DNS-Losungsmittel extrahiert, den Extrakt mit RNase inkubiert und erneut freigesetzte DNS mit einem 
DNS-Losungsmittel extrahiert. Durch FSIIung, beispielsweise mit Alkohol, laBt sich die cytoplasmatische 
DNS dann tsolieren. Geht man nicht von Cytoplasten, sondern von bereits getrennt isoliertem Cytoplasma 
aus, so entfallt natUrlich die anfangliche Lyse des Vesikels. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsform wird die zu transfizierende DNS aus einer von nukleSrer 
DNS freien Cytoplasmafraktion verwendet. Die Herstellung dieser Cytoplasmafraktion kann beispielsweise 
durch Lyse der Zellen mit Natriumdodecylsulfat (SDS) oder Ethylphenylpolyethylenglyco! (NP40, Roth, 
BRD) in Gegenwart von 3 mM/I MgCU (Meth.Enz. 31 (1974) 253-262) oder durch Lyse der Zellen mit NaCI 
und SDS (Hirt-Extraktion, J.MoI.Biol. 26 (1967) 365-369) und anschliessende Zentrifugation erfolgen. Der so 
gewonnene Oberstand ist frei von nukleSrer DNS. Aus diesem Oberstand kann die zu transfizierende DNS, 
wie oben beschrieben, gewonnen werden. 

In einer weiteren besonders bevorzugten AusfOhrungsform wird die zu transfizierende DNS aus einer 
mitochondrienfreien Fraktion des Cytoplasmas verwendet. Diese Fraktion kann beispielsweise aus Cytopla- 
sten fJber Gradientenzentrifugation mit einem Sucrosegradienten isoliert werden. 

Oberraschenderweise zeigt sich, daB die immortalisierende AktivitSt einer mitochondrienfreien Fraktion 
der DNS des Cytoplasmas urn ca. den Faktor 10 hSher ist als die AktivitSt, die mit DNS aus Cytoplasten 
erhalten werden kann. 

Als DNS-L6sungsmittel konnen die dem Fachmann bekannten, hierfOr geeigneten Losungsmittel 
verwendet werden, soweit sie sich zur Extraktion aus dem Medium, in dem die DNS enthalten ist, eignen. 
Fur waBrige Losungen eigenen sich als DNS-Losungsmittel besonders Phenol oder/und Chloroform- 
Isoamylalkoholgemische zur Extraktion. 

Die zu immortalisierende Zelle wird vorzugsweise in zum Wachstum bzw. zur Teilung angeregtem 
Zustand in die Transfektion mit der cytoplasmatischen DNS eingesetzt. Die OberfOhrung in diesen Zustand 
erfolgt nach dem Fachmann hierfur bekannten Methoden, beispielsweise durch Zusatz von "poke-weed 
mitogen" zu dem die Zellen enthaltenden Medium. Als Proteinase wird eine der dem Fachmann bekannten 
Proteinasen, vorzugsweise Proteinase K, verwendet. Als RNase wird RNase A bevorzugt. 

V rwendet man Lymphozyten als zu immortalisi rende normale Zellen, so werden sie bevorzugt in der 
Prolif rationsphase I inges tzt. Als Proliferationsphase I wird die Phase bezeichnet, in der eine Poliferation 
nach Stimulierung von Lymphozyten mit Hilfe von Mitogenen (z. B. poke-weed mitogen), Antigenen usw. 
erreicht wird. 
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Besonders gute Ergebnisse ergaben sich, wenn man aus erfindungsgemSB erhaltenen immortalisierten 
Zeilen (primSre Transfektanten) gewonnene Gesamt-DNS in einem weiteren Verfahrensschritt mit normalen 
humanen oder tierischen Zeilen transfiziert und auf diese Weise sekundSre Transfektanten gewinnt, welche 
in besonders hohen Ausbeuten permanent weiterzUchtbar sind. Als normale Zeilen werden fOr die zweite 
Transfektion entweder Zeilen der gleichen Zellart wie fQr die erste Transfektion Oder hiervon verschiedene 
Zeilen eingesetzt. 

Zur Gewinnung von Cytoplasten werden Zeilen in Kultur durch Cytochalasin B (einem Wirkstoff aus 
Pilzen) im Medium veranlaBt. Vesikel (Cytoplasten) zu bilden. die sich auf der ZelloberflSche abschnQren. 
Unter Einwirkung von Zentrifugalkraften reiBt die Verbindung zwischen Cytoplasten und verbliebener Zelie 
ab und die Cytoplasten lassen sich von den kernhaltigen Restzellen (Karyoplasten) durch Zentrifugation im 
Dichtegradienten isolieren. Diese Methoden der Cytopiastenisolierung sind z.B. beschrieben von Wigler, 
M.M. und Weinstein, I.B. in "A preparative Method fUr obtaining enucleated mammalian cells" (Biochem. 
Biophys. Res. Comm. 63: 669-674, 1975). Anschlie/tend werden nach dem Verfahren der Erfindung die 
Cytoplasten lysiert, die DNS daraus isoliert und in die Ziel-Zelle Ubertragen. Alternativ kann erfindungsge- 
mafl die verwendete DNS aus permanent zOchtbaren Zeilen gewonnen werden, die nach dem Verfahren der 
Erfindung erhaiten wurden. Dabei wird die gesamte, in der Zelle enthattene DNS nach dem Fachmann 
bekannten Methoden isoliert. Die DNS wird dann nach bekannten Verfahren in die Zielzeiie Obertragen. 

Bn wesentliches Merkmal der Erfindung liegt darin, daB die nach DNS-Aufnahme sich permanent 
vermehrenden Zeilen nicht mit Hilfe von Selektionssubstanzen in Kulturmedien selektioniert werden. Hierin 
unterscheidet sich das erfindungsgemSBe Verfahren von der Zellfusions-Technik, bei der fQr die ausschlieB- 
liche Vermehrung der Hybridzelle und gegen die Vermehrung der Ausgangszelle selektioniert werden mufl. 
Es gibt zahlreiche permanent wachsende Zell-Linien, die unempfindlich gegenQber Selektionssubstanzen im 
Kulturmedium sind und damit nicht ohne weiteres fOr Zeilfusionen mit normalen Zeilen verwendet werden 
kdnnen. Nach dem erfindungsgema/ten Verfahren entfallt diese BeschrMnkung und es kann aus Cytoplasten 
dieser Zeilen DNS isoliert werden, die fQr die Etablierung von permanent sich vermehrenden Zell-Linien 
eingesetzt werden kann. 

Aus den Zeilen der etablierten menschlichen und tierischen Linien kdnnen Zellprodukte in unbegrenzter 
Menge gewonnen werden, wie z.B. immunglobuline, Gerinnungsfaktoren, Lymphokine, Wachstumsfaktoren, 
Hormone, Enzyme, Oberflachenproteine sowie Glyko- und Lipoproteine, Saccharide usw.. FUr diagnostische 
und therapeutische Zwecke konnen menschliche monoklonale Antikorper aus permanent sich vermehren- 
den menschlichen B-Lymphozyten gewonnen werden. Lymphokine konnen von menschlichen T-Lymphozy- 
ten und Makrophagen produziert werden. Ferner konnen die permanent sich vermehrenden Zeilen zur 
Herstellung heterologer Genprodukte benutzt werden. Hierzu wird die genetische Information fQr das 
heterologe Genprodukt in die erfindungsgemSiS erhaltenen, permanent sich vermehrenden Zeilen Obertra- 
gen und dort ausgeprSgt. So konnte gezeigt werden, da/3 die genetische Information fUr das Enzym 
Xanthin-guanin-phosphotransferase. die von Genom der E.coii Bakterien, nicht aber vom Genom der 
Saugerzellen kodiert wird, in permanent sich vermehrende Zeilen eingebracht werden kann und dort 
ausgeprSgt wird. Die erhaltene Zell-Unie synthetisiert das bakterielle Enzym und enthait damit eine neue 
Stoffwechselaktivitat. AuBerdem konnen die erfindungsgemafi erhaltenen, unbegrenzt zOchtungsfahigen 
Zell-Linien im Rahmen der Mutagenics- und Toxizitatstestung, sowie fQr die pharmakologische PrUfung 
von Wirksubstanzen genutzt werden. 

Gem&fi der Erfindung kfinnten Zeilen bestimmten Differenzierungsgrades immortalisiert und in groBem 
Mafistab gezQchtet werden, die nur in relativ geringen Mengen isoliert werden kdnnen. Auf diese Weise 
gelingt es, die DNS sowie RNS dieser immortalisierten Zeilen mit gewQnschten Stoffwechseleigenschaften 
Oder Fahigkeiten zur Synthese gewOnschter Zellprodukte in einer zur Isolierung der genetischen Information 
fQr das gewQnschte Zellprodukt ausreichenden Menge zu gewinnen. Bei dieser Anwendungsform der 
Erfindung kann nach geeigneter Manipulation die genetische Information in andere eukaryonte Zeilen oder 
in Bakterien sowie Pilze mit Hilfe eines Vektors Obertragen und dort unter den hierfOr entwickelten 
Bedingungen zur Produktion des gewQnschten Zeilprodukts ausgepragt werden. Das gewQnschte Zellpro- 
dukt kann dann aus dem heterologen Wirt in beliebiger Menge gewonnen warden. 

Die folgenden Beispiele erlSutem die Erfindung. 
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B IspieM 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten aus peripherem Biut 
Material: 

Cytochalasin B (Sigma), Lymphoprep® (Nyegaard, Oslo), Iscove's modrfiertes Dulbecco's Minimal 
Eagle's Medium (Iscove's DMEM) (Boehringer Mannheim), fStales Kalberserum (Sebio), DEAE-Dextran 
(Pharmacia), Rcoil (Pharmacia), Polya'thylenglycol (Boehringer Mannheim) 

Methoden: 

1 . Isolierung menschlicher Lymphozyten aus peripherem Blut. 

Peripheres Blut erwachsener Spender wurde in bekannter Weise heparinisiert und dre'rfach in 3 mM 
ZitronensSure. 100 mM Dextrose, 70 mM NaCI, 30 mM Nacitrat, pH 6,1, verdQnnt. Die Lymphozyten 
wurden von den Obrigen kemhaltigen Zellen (Granulozyten, Monozyten u.a.) durch Zentrifugation in einem 
Lymphoprep® (Metrizoat) Gradienten (Nyegaard, Oslo) bei 400 x g. 35 min getrennt (Boyum, A.-.A one- 
stage procedure for isolation of granulocytes and lymphocytes from human blood. Scand. J. Clin. Invest. 21, 
suppl. 97: 51-76, 1968). Die Lymphozyten wurden dreimal in phosphate buffered saline (PBS) (136 mM 
NaCI, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH 2 PO*, 6,5 mM Na2HPO*. 0,4 mM MgSO*. 0,7 mM CaCfe, pH 7,4) 
gewaschen und in Iscove's DMEM, 4 mM L-Glutamin, 1 mM Pyruvat, 1 mM Oxalessigsaure, 0,1 U/ml 
Insulin, 10 ug/ml Transferrin, 15 % fStalem Kalberserum bei einer Zelldichte von 3 x 10 6 Zellen/ml bei 37 
C, 5 % CO2 kultiviert 

2. Isolierung der immortalisierten DNS. 

Die immortalisierende DNS wird aus Cytoplasten von Maus L929-Zellen gewonnen. Die Induktion und 
Isolierung von Cytoplasten transfizierter Zellen durch Inkubation mit Cytochalasin B ist in der Literatur 
beschrieben (Allikmets, E. p Vasil'ev, I., Rovenskii, I.: Effekt of cytochalasins on the surface topography of 
neoplastic cells in suspension. Bull. Exp. Biol. Med. (Engl. Trans. Biuil. Eksp. Biol. Med.) 95: 84 - 87, 1983; 
Wigler, M.M., Weinstein, I.B.: A preparative method fUr obtaining enucleated mammalian cells. Biochem. 
Biophys. Res. Comm.63: 669-674, 1975). Bevorzugt wird folgende DurchfQhrung: 

Exponentiell wachsende L929-Zellen werden trypsiniert, in serumfreiem DMEM gewaschen und in einer 
Dichte von 10 s Zellen/ml mit Cytochalasin B (50 ug/ml) bei 37 *C inkubiert. Innerhalb von 90 sec bilden 
sich Cytoplasten, die sich an der Oberflache der Zellen abschnUren. Die Cytoplasten werden von den 
Zellen durch kraftiges Suspendieren getrennt. Die verbleibenden Zellen werden durch Zentrifugation bei 
100 x g, 10 min sedimentiert. Die Cytoplasten im Oberstand werden durch Zentrifugation bei 1.200 x g, 15 
min sedimentiert und in serumfreiem DMEM, 15 % RcoII (Pharmacia) resuspendiert. Von den verbliebenen 
kerhaltigen Vesikeln werden die Cytoplasten in einem Gradienten mit 2 ml 25% RcoII, 2 ml 17% RcoII, 0,5 
ml 16% RcoII, 0,5 ml 15% RcoII, 2 ml 12,5% RcoII in serumfreiem DMEM (von unten nach oben) durch 
Zentrifugation bei 100.000 x g, 60 min, 30 *C getrennt Die Cytopiasten-Bande in der 15 bis 16% Rcoll- 
Region wird gesammelt und zweimai in serumfreiem DMEM bei 1.200 x g fUr 15 min zentrifugiert 

Zur Isolierung der DNS wird das Cytoplastensediment in 200 ul serumfreiem DMEM resuspendiert und 
5 ml 50 mM Tris, pH 7,2, 10 mM EDTA, 1,5 mM MgCfe hinzugegeben. Die Cytoplasten werden durch 
Zugabe von 2 ul NP40 (Roth) lysiert und das Lysat bei 14.000 x g, 15 min zentrifugiert. Der Oberstand wird 
mit Proteinase K (100 ug/ml, Boehringer Mannheim) versetzt, 2 h bei 37* C inkubiert und mit Phenol 
zweimai extrahiert. Anschlieflend wird der Oberstand mit RNase A (100 ug/ml, Boehringer Mannheim) 1 h 
bei 37* C inkubiert, Proteinase K (100 ug/ml, Boehringer Mannheim) hinzugegeben und nochmals 2 h 
inkubiert Die DNS wird jeweils zweimai mit Phenol und Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) und einmal mit 
Ather extrahiert, in Athanol gefallt und in 10 mM Tris. 0,1 mM EDTA, pH 7,5, aufgenommen. Die Ausbeute 
. betragt ca. 5 ug DNS/10 8 Cytoplasten. 

3. Ubertragung immortalisierender DNS in menschliche Lymphozyten. 

Die gema/3 Methode 1. praparierten Lymphozyten (2 x 10 8 Z lien) werden unt r dem Fachmann 
bekannten Bedingungen durch "pokeweed mitogen" (PWM, 10 ug/ml) zum Wachstum angeregt und zwei 
Tage spSter in zwei Parallelkulturen (A,B) zu je 10 8 Zellen getrennt Die Zellen der Kultur A werden mit 
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gemSfl 2. erhaltener DNS aus Cytoplasten der L929-Zellen inkubiert. Die Zellen der Kultur B werden 
genauso behandelt wie die Kultur A, ohne 6aB eine zu Ubertragende DNS im Inkubationsmedium vorhanden 
ist Anschlieflend werden die Lymphozyten dreimal in "HEPES buffered salt saline" (HeBS; 20 mM HEPES, 
137 mM NaCI, 0,5 mM KCI, 3 mM Glukose, pH 7,1) gewaschen und mit DEAE-Dextran (MW 500.000, 0,3 

5 mg/ml HeBS) bei einer Dichte von 10 6 Zellen/ml 10 min bei 37 *C inkubiert. Die Zellen werden zweimal in 
HeBS bei 37 *C gewaschen. Die DNS aus L929-Cytoplasten (3 iig) wurde zu 100 u\ 250 mM CaCI 2 
gegeben und diese Losung tropfenweise zu doppelt konzentriertem HeBS (100 ul) pipettiert. Die Lympho- 
zyten werden in einer Dichte von 5 x 10 6 Zellen/ml 45 min bei 37 # C mit dieser DNS-LSsung inkubiert. 
AnschlieBend werden die Lymphozyten einmal in HeBS bei 37 *C gewaschen, in 0,8 ml HeBS resuspen- 

w diert und 90 sec mit 0,5 ml PoiySthylenglycol (MW 4.000, 500 mg/ml HeBS, pH 7,1) bei 37 'C inkubiert 
Ober einen Zeitraum von 5 min werden 5 ml warmes HeBS hinzupipettiert, die Lymphozyten zweimal in 
HeBS gewaschen, in einer Dichte von 10 7 Zellen/ml in Iscove's DMEM, 4 mM L-Glutamin, 1 mM Pyruvat, 1 
mM Oxalessigsaure, 0,1 U/ml Insulin, 10 ug/ml Transferrin, 15% fStales KSIberserum in 24-Loch Microtiter- 
schalen (1 ml/Vertiefung) ausgesat und bei 37 *C, 5 % CO2 inkubiert. WShrend der nSchsten zwei Wochen 

75 werden 100 ul Medium/Vertiefung alle 2 Tage durch frisches Medium ersetzt. In der 5. Woche werden die 
Kulturen dreifach verdOnnt. Die anschlieBend auswachsenden immortalisierten Zell-Linien werden weiterhin 
in Iscove's DMEM, in RPMI 1640 Medium, je 15% fotalem KSIberserum, Oder in serumfreien Medien (HB- 
104, NEN-DuPont; DMEM-SFM-2. Boehringer Mannheim) kuitiviert. 



In der Kuftur A wurden 3 Tage nach DNS-Obertragung Lymphozytenkolonien beobachtet, die in den 
folgenden 5 Tagen an Gr6£e und an Zeil-Zahl (bis zu 500 Zellen/Kolonie) zunahmen. Diese Kolonien 
zerfielen in mehrere kleinere Kolonien, wovon einige etwa ab 20 Tagen nach DNS-Obertragung kontinuier- 

25 lich zu wachsen begannen. Am Tag 30 nach DNS-Obertragung waren in alien Vertiefungen der Microtiter- 
platte mehrere Kolonien lymphoider Zellen erkennbar (Tabelle 1). Die Zellen konnten 5 Wochen nach DNS- 
Obertragung dreifach verdOnnt werden. in der folgenden Zeit wurden die Zellen bis zu 7 Monaten in Kultur 
vermehrt, ohne daB eine Aiterung der Zellen zu beobachten war. 

In Kultur B wurden nach Schein-DNS-Obertragung keine Vermehrung der Lymphozyten und keine 

30 kontinuierlich wachsende Kolonien lymphoider Zellen beobachtet Die Zellen aiterten innerhalb von 4 Tagen 
nach Schein-DNS-Obertragung und starben ab. 



20 Ergebnis: 



Tabelle 1 
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Zusammenfassung der Ergebnisse zur Imiaortalisierung 
menschlicher Lymphozyten des peripheren Bluts 



eingesetzte immortallsierte eingesetzte 
L>-mphozyten lymphoide Kolo- ENS 
nien (ug) 



inroortalisierte 
Kolonien/ 1 0 ' Zellen/ 
ug DZZS 



Kultur A 




1,7 



Kultur B 



10 



8 



0 



0 



0 



EP0 256 512B1 



Belspie! 2 

Immortalisierung menschlicher B-Lymphozyten aus dem peripheren Blut 
Material: 

Sepharose 6MB, CNBr-aktiviert (Pharmacia), Maus monoklonaler Antikorper anti-human-pan- B-Lympho- 
zyten (Miles), humanes Serumalbumin (Serva) Methoden: 

Die Isolierung menschlicher Lymphozyten aus dem peripheren Blut erfolgte wie in Beispiel 1 beschrie- 

ben. 

1 . Isolierung menschlicher B-Lymphozyten. 

FOr die Gewinnung der B-Lymphozyten wurde die Lymphozyten-Praparation mit Hilfe der Affinitatschro- 
matographie aufgetrennt Dazu wird folgendes Verfahren angewendet. 

Maus monoklonaler anti-human-pan-B-Lymphozyten Antikorper wird in 0,1 M NaHCOs. 0,5 M NaCI, pH 
8,5 gelost und mit CNBr-aktivierter Sepharose 6MB (1 ml Antikorper/ml Gel) bei 4'C Qber Nacht inkubiert 
Die Sepharose wird dreimal 30 min in 0,1 M NaHCOa, 0,5 M NaCI. pH 8,5 und dreimal 30 min in 0,1 M Na- 
acetat. 0,5 M NaCI, pH 4,5 gewaschen. Urn die noch freien reaktiven Gruppen zu blockieren wurde die 
Sepharose mit 0,2 M Glukosamin, 0,1 M Na-acetat, 0.5 M NaCI, pH 4,5. 2 Stunden inkubiert. Die Sepharose 
wird zweimal in "phosphate buffered saline" (PBS). 0,2% Humanserumalbumin (HSA) gewaschen. Zur 
Isolierung der B-Lymphozyten wurden die Zellen der Lymphozytenpraparation aus dem peripheren Blut in 
PBS, 0,2% HSA gewaschen, auf die Sepharose-Saule geschichtet und 15 min inkubiert. Die nicht an der 
Saule gebundenen Zellen (T-Lymphozyten u.a.) wurden mit 50 ml PBS, 0.2% HSA ausgewaschen. Urn die 
gebundenen Zellen (B-Lymphozyten) zu gewinnen, wurde die Sepharose mit 2 mi PBS, 0.2% HSA, 10 
mg/ml IgG bei 37 *C 20 min inkubiert. Die B-Lymphozyten wurden mit PBS, 0,2% HSA 10 mg/ml IgG 
ausgewaschen. 

Die Reinheit der B-LymphozytenprSparation wird nach dem Fachmann bekannten Methoden der indirekten 
Immunfluoreszenz bestimmt. In dieser Preparation trugen Uber 90 %_der Zellen B-Lymphozyten-Marker. 

2. Immortalisierung der B-Lymphozyten. 

Die B-Lymphozyten werden durch Inkubation mit "pokeweed mitogen" (PWM, 10 ug/ml) zum Wachs- 
tum angeregt. Zwei Tage spSter wird die Kultur in zwei Paralielkulturen (A.B) zu je 3 x 107 Zellen getrennt 
In Zellen der Kultur A wurde DNS aus L929-Cytoplasten (1ug) Obertragen (wie in Beispiel 1 beschrieben). 
Die Zellen der Kuitur B wurden gleich behandelt, ohne dafl DNS angeboten wurde. Die Zellen jeder Kultur 
wurden in einer Dichte von 5 x 10 5 Zellen/ml in 24-Loch Microtiterplatten (1 mlAtertiefung) ausgesSt. 

Ergebnis: 

In der Kuitur A wurden 2 Tage nach DNS-Obertragung mikroskopisch Lymphozyten-Koionien beobach- 
tet, die in den folgenden 10 Tagen an GrQBe zunahmen. In der folgenden Woche zerfielen die Kolonien in 
mehrere kleine Kolonien. Ab der 3. Woche nach DNS-Obertragung wurden in alien Vertiefungen der Kultur 
A kontinuieriich wachsende Kolonien beobachtet, die zu Zell-Linien auswuchsen (Tab. 2). Ab Tag 50 wurden 
die Zellen in grofiere Kulturgefafie UberfUhrt und weiter vermehrt. Auch nach 10 Monaten kontinuierlicher 
Vermehrung in Kultur konnte keine Alterung der Zellen festgestellt werden. In Kultur B wurden nach Schein- 
DNS-Ubertragung keine wachsenden lymphoiden Kolonien beobachtet. Die Zellen aiterten und starben 
innerhalb von 5 Tagen nach Schein-DNS-Obertragung ab. 

Die immortalisierten Zellen wurden auf die Auspragung von Oberfiachenmarkern, die charakteristisch 
fUr B-Lymphozyten sind. geprUft. Dieses erfolgte mit Hilfe der Schaferythrozytenrosettierung (Kaplan. M.E. 
et al.: J. Immunol. Methods 5: 131. 1974), der Immunfluoreszenz unter Verwendung von Maus monoWona- 
len anti-human-pan B- bzw. pan T-Lymphozyten Antikorper (Miles) ais primSren und Fluoresceinisothiocy- 
anat konjugiertem anti-Maus-lgGI (Miles) als sekundSren Antikorper sowie unter Verwendung von fluores- 
zenzmarkiertem anti-human-lg Antikorper (Dako) zum Nachweis von B-Lymphozyten Membran-lmmunglo- 
bulin. Diese Verfahren gehor n zu den Standardm thoden der Immunologic. Tabelle 3 zeigt, dafi Qber 90 % 
der immortalisierten Lymphozyten B-Lymphozyten Marker trugen. 
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TabelXe 2 



5 



10 




eingesetzte 
Lymphozyten 


inmortalisierte 
lymphoide Kdlo- 
nien 


eingesetzte 

ENS 

<ng) 


iranortalisierte 
Kolonien/10' Zellen/ 
jig DNS 




Kultur A 


3 x TO 7 


17 


1 


5,6 


15 


Kultur B 


3 x 10 7 


0 


0 


0 
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Tabelle 3 



Charakterisierung der iitunortalisierten Zellen 



30 


Methode 


positive Zellen 




Schaferythro2ytenrosettierung 


3 % 


35 








MAX anti-human-pan B-Lympho- 






zyten 


96 % 


40 


MAK anti-human-pan T-Lyxnpho- 






zyten 


4 % 




slg 


91 % 


45 







Belsplel 3 

60 

Immortalisierung menschlicher T-Lymphozyten aus dem peripheren Blut 
Method en: 

55 Die Preparation menschlicher Lymphozyten aus peripherem Blut erfolgte wie in Beispiel 1 beschrieben. 
Menschliche T-Lymphozyten wurden mit Hilfe der Affinitats-Chromatographie aus der Gesamtpopulation der 
Lymphozyten analog zu dem Verlahren in Beispiel 2 isoliert. Im Unterschied zu dem Verfahren in Beispiel 2 
wurde monoklonaler Maus anti-human-pan T-Lymphozyten Antiktfrper an Sepharose gebunden. Auf diese 
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Weise wurden die T-Lymphozyten an Sepharose gebunden und konnten durch PBS. 0.2 % Human serumal- 
bumin, 10 mg/ml IgG ausgewasch n werden. Die Reinheit der T-Lymphozyt n-Praparation betrug mehr als 
90 %, gemessen mit Hilfe der indirekten Immunfluoreszenz des Maus anti-human-pan T-Lymphozyten 
AntikSrpers. 

5 Die T-Lymphozyten wurden durch Inkubation mit "pokeweed mitogen" (PWM, 10 ug/ml) zum Wachs- 
tum angeregL Nach 2 Tagen wurde die Kultur in zwei Parallelkulturen (A.B) zu je 4 x 107 Zellen getrennt In 
Zellen der Kultur A wurde DNS aus L929-Cytopiasten (1 ug) Qbertragen, wie in Beispiel 1 beschrieben. Mit 
den Zellen der Kultur B wurde eine Schein-DNS-Obertragung durchgefOhrt Die Zellen wurden in einer 
Dichte von 5 x 10 s Zeilen/ml in 24-Loch Microtiterplatten ausgesSt (1 ml/Vertiefung). 

10 

Ergebnis 

In Kultur A wurden mehrere wachsende Lymphozytenkolonien beobachtet, die ab Tag 10 nach DNS- 
Obertragung in kleinere Kolonien zerfielen. In der 3. Woche nach DNS-Obertragung wuchsen kontinuierlich 
is sich vermehrende Lymphozytenkolonien aus. Die Ergebnisse zeigt Tabelle 4. Die Zellen wurden bisher bis 
zu 6 Monate in Kultur vermehrt. ohne daB eine Alterung der Zellen beobachtet wurde. 
In der Kultur B wurde nach Schein-DNS-Obertragung kein Wachstum der Lymphozyten beobachtet. Die 
Zellen starben innerhalb der nSchsten 5 Tage ab. 

Die Zellen der Kultur A wurden wie in Beispiel 2 auf ihre Oberfiachenrnarker untersucht. Ober 90 % der 
20 Zellen der Kultur A prSgten Oberfiachenrnarker aus, die filr T-Lymphozyten charakteristisch sind (siehe 
Tab. 5). 



Tabelle 4 

25 



30 




eingesetzte 
Lymphozyten 


iirmortalisierte 
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Tabelle 5 

Charakterisierung der immortalisierten Zellen 





Methode 


Positive 


Zellen 




10 


Schaferythrozytenrosettierung 


92 


% 




15 


MAK an ti -human-pan B-Lympho- 
zyten 


4 


% 




20 


MAK ant i -human-pan T-Lympho- 
zyten 


95 


% 




25 


slg 


5 


% 





Beispie! 4 

30 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch Obertragung von DNS aus erfindungsgemaB immortali- 
sierten Lymphozyten. 

Method en: 

35 

Menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut wurden wie in Beispiel 1 beschrieben isoliert. 
Die immortalisierende DNS wurde aus Zellen einer erfindungsgemaB (wie im Beispie! 1) immortalisier- 
ten lymphoiden Zell-Linie (C-9) gewonnen. Die lymphoide Linie C-9 war durch Obertragung von DNS aus 
L929-Cytoplasten in Lymphozyten des peripheren Bluts erhalten worden. Die C-9 Zelien wurden in PBS 
40 gewaschen und in 200 mM Tris, 100 mM EDTA, 0,2 % SDS, pH 7,2 iysiert. Die RNS wurde durch 
Inkubation mit RNase A (100 ug/ml, Boehringer Mannheim) fUr 2 h bei 37 *C, die Proteine durch inkubation 
mit Proteinase K (100 ug/ml, Boehringer Mannheim) fUr 3 h bei 37* C abgebaut Die DNS wurde durch 
Phenol-und Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) -Extraktion isoliert. 

Die Immortalisierung menschlicher Lymphozyten erfolgte erfindungsgemSB durch Obertragung von DNS 
45 aus C-9 Zellen. Dazu wurden die Lymphozyten durch inkubation mit "pokeweed mitogen" (PWM t 10 ng/ml) 
zum Wachstum angeregt. Nach 3 Tagen wurden 2 Parallelkutturen zu je 5 x 10 7 Lymphozyten angelegt 
(Kultur A,B). In Zellen der Kultur A wurde (wie in Beispiel 1 beschrieben) DNS aus C-9 Zellen Obertragen 
(10 u.g/10 7 Zellen). In Zellen der Kultur B erfolgte eine Schein-DNS-Obertragung wie oben beschrieben. 

so Ergebnis: 

in der Kultur A wuchsen 25 Tage nach DNS-Obertragung Koionien lymphoider Zellen aus (siehe Tab. 
6), die am Tag 56 in groBere Kulturgefa'Be uberfUhrt wurden. Die Zellen wurden fUr zur Zeit 6 Monate ohne 
erkennbare Zellalterung in Kultur gehalten. Die Zellen in Kultur B zeigten ab Tag 5 nach Schein-DNS- 
55 Obertragung Zellalterung und starben innerhalb der folgenden 3 Tage ab. 

F rner wurde mit DNS aus den erfindungsgemSB in Kultur A immortalisierten Zellen (C-17 ( sekundSr 
transfizierte Zell-Linie) nach Obertragung in Lymphzyten des peripheren Bluts wiederum immortalisierte 
lymphoide Zeil-Linien erzeugt (C-28, tertiar transformierte Zell-Linie). Dabei wurde eine hShere Ausbeute 
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permanent sich teilender lymphoider Koionien erreicht (siehe Tabelle 7). 

Diese Ergebnisse zeigen. daB mit DNS aus erfindungsgemSB immortalisierten Lymphozyten nach 
Obertragung in menschliche Lymphozyten wiederum permanent wachsende lymphoide Zell-Linien erhalten 
werden. Dabei wird eine hShere Immortalisierungsfrequenz beobachtet als nach Obertragung von DNS aus 
5 L929-Cytoplasten. 



Tabelle 6 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch sekundS- 
re Trans fektion 



20 





elngesetzte 
Lymphozyten 


imxortalislerte 
lymphoide Koio- 
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irmortalisierte 
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I 

I Kultur A 

I 


5 x 10 7 




50 


1,2 


I 

■ Kultur B 


5 x 10 7 


0 


0 
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Tabelle 7 



30 Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch tertiSre 

Trans fektion 
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elngesetzte 
Lymphozyten 


iirmortalisierte 
lymphoide Koio- 
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elngesetzte 
DNS 

(ug) 


iirmortalisierte 
Kolcnien/10 Zellen/ 
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i 
i 

40 | 

i 


Kultur A 


5 X TO 7 


~800 


50 


3,2 


Kultur B 


5 x 10 7 


0 


0 


0 



45 

Beisplel 5 

Immortalisierung menschlicher Amnionfibroblasten. 
so Methoden: 

Zur Preparation menschlicher embryonaler Fibrobiasten wurde Fruchtwasser durch sterile Punktion der 
Amnionh6hle Schwangerer gewonnen. Die Zellen wurden durch Zentrifugation bei 100 x g, 10 min 
sedimentiert, in Iscove's DMEM. 15% fStales KMIberserum, 10 ug/ml Transferrin, 0,1 U/ml Insulin, 15 mM 
55 HEPES, resuspendiert und bei 37* C, 5 % CO2 inkubiert. Nach 10 Tagen wurd n die Z Ilkolonien mit mehr 
als 30 Zellen/Kolonie subkultiviert. 

Die menschlichen Amnionfibroblasten wurden in der 3. Passage in 2 Parallelkulturen (A3) mit je 10 6 
Zellen geteilt. Die immortalisierende DNS wurde nach dem Verfahren in Beispiel 1 aus L929-Cytoplasten 
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gewonnen. Die Zellen der Kultur A wurden zweimal in HeBS gewaschen und 15 min mit DEAE-Dextran 
(MW 500.000, 0,1 mg/ml HeBS) bei 37* C inkubiert. Die DNS (0,8 ug) in 1.200 ul CaCI (125 mM) wurde 
tropfenweise zu 1.200 ul doppelt konzentriertem HeBS, pH 7,1 pipettiert und 20 min bei Raumtemperatur 
inkubiert. Die Amnionfibroblasten wurden zweimal in HeBS gewaschen und 2 h bei 37* C mit der DNS- 
s L6sung inkubiert. Die Zellen wurden zweimal in HeBS gewaschen und in DMEM, 10 ug/ml Transferrin, 0,1 
U/ml Insulin, 15 mM HEPES, 15% fotalem KSIberserum kultiviert Die Zellen der Kultur B wurden fOr eine 
Schein-DNS-Obertragung verwendet wie oben beschrieben. 

Ergebnis: 

10 

Die Zellen der Kultur A zeigen ein kontinuierliches Wachstum auch 9 Monate nach DNS-Obertragung, 
ohne dafi eine Zellalterung beobachtet wurde. Die Zellen der Kontrollkultur B alterten nach 50 - 60 Tagen in 
Kultur und starben ab. 

75 Belsplel 6 

Obertragung des bakteriellen Gens fOr Xanthin-guanin-phosphotransferase in immortalisierte menschliche 
Lymphozyten. 

20 Methoden: 

Menschliche Lymphozyten wurden erfindungsgemSfi wie in Beispiel 1 beschrieben immortalisiert und 
zwei Parallelkulturen (A.B) zu je 3 x 107 Zellen angelegt. in Zellen der Kultur A wurde das Plasmid pSV2gpt 
(10 ug) (Mulligan, R.C., Berg, P., Science 209: 1422-1427, 1980), das das bakterielle Gen fOr die Xanthin- 

25 guanin-phosphotransferase (gpt) trSgt, Ubertragen. Bei Zellen der Kultur B erfolgte eine Schein-DNS- 
Obertragung. Einen Tag nach DNS-Obertragung wurden die Zellen im Selektionsmedium (DMEM, 2 ug/ml 
Aminopterin, 250 ug/ml Xanthin, 15 ug/ml Hypoxanthin. 150 ug/ml Glutamin, 10 ug/ml Thymidin, 25 ug/ml 
MykophenolsSure) kultiviert, urn fOr die Zellen zu seleklionieren, die das gpt-Gen aufgenommen haben und 
das entsprechende Enzym enthalten. Die Zellen, die das gpt-Gen nicht ausprggen, sterben im Selektions- 

30 medium ab. Nach 10 Tagen wurden die iiberlebenden, im Selektionsmedium sich vermehrenden Kblonien 
gezahlt 

Ergebnis: 

35 Die Kultur A enthielt 10 Tage nach DNS-Obertragung lymphoide Kolonien, die im Selektionsmedium 
sich venmehren (Tabelle 8). Das gpt-Gen muB in Zellen dieser Kolonien vorhanden sein, da es durch 
Transfektion mittels DNS aus diesen primaren Transfektanten erneut Ubertragen werden konnte. Im Genom 
der dabei erhaltenen sekundSren Transfektanten wurde das gpt-Gen durch Southern blot Analyse nachge- 
wiesen. 

40 Die Zellen in Kultur B starben nach der Schein-DNS-Obertragung ab, ohne dafi wachsende Kolonien im 
Selektionsmedium erkennbar waren. 
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Tabelle 8 



ttbertragung des gpt-Gens in menschliche immortalisierte 
Lymphozyten 
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Lymphozyten 
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DNS 


resistente Kolanien/ 








Kolanien 


<ug) 


ug IKS 


15 


Kultur A 


3 x 10 7 


156 . 


10 


15,6 
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Belspiel 7 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch Obertragung von DNS aus einem Hirt-Oberstand von 
25 Maus L-Zellen (L-929). 

Methoden: 

Menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut wurden wie in Beispiel 1 beschrieben isoliert 
30 Die immortalisierende DNS wurde aus einem Hirt-Oberstand aus Maus L-Zeilen (L-929) gewonnen. Die 
Gewinnung des Hirt-Oberstandes erfolgte durch Lyse in Gegenwart von NaCI und SDS nach J. Mol. Biol 26 
(1967) 365-369. 

Der Oberstand wird mit Proteinase K (100 ug/ml, Boehringer Mannheim) versetzt, 2 Stunden bei 37* C 
inkubiert und mit Phenol zweimal extrahiert. AnschlieBend wird der Oberstand mit RNase A (100 ug/ml, 
35 Boehringer Mannheim) eine Stunde bei 37 *C inkubiert, Proteinase K (100 1g/ml, Boehringer Mannheim) 
hinzugegeben und nochmals 2 Stunden inkubiert. Die DNS wird jeweils zweimal mit Phenol und 
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) und einmaJ mit Ether extrahiert, in Ethanol gefallt und in 10 mM/l Tris, 0,1 
mM/l EDTA, Ph 7,5, aufgenommen. 

Die Obertragung der DNS in menschliche Lymphozyten erfolgte wie im Beispiel 1.3 beschrieben. 

40 

Ergebnis: 

In Kultur A wurde 3 ug DNS aus dem Hirt-Oberstand in 10 s Lymphozyten transfiziert In Kultur B (10 s 
Lymphozyten) erfolgte eine Schein-DNS-Obertragung. 10 Wochen nach DNS-Obertragung wurden in Kultur 
45 A 30 permanent wachsende Kolonien beobachtet. In Kultur B alterten die Zellen innerhalb von 4 Tagen 
nach Schein-DNS-Obertragung (Tabelle 9). 
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Tabelle 9 

Immortal is ierung menschlicher Lymphozyten durch 
Ubertragung von DNS aus Hirt-tJber stand* 
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Beisplel 8 

Immortalisierung menschlicher Lymphozyten durch Obertragung- von DNS aus einer mitochondreinfreien 
Cytopiasmafraktion von Maus L-Zellen (L929) 

Methoden: 

Menschliche Lymphozyten aus dem peripheren Blut werden wie in Beispiel 1 beschrieben, isoliert. 

Cytoplasten werden aus L929-Zellen wie in Beispiel 1.2 beschrieben durch Inkubation mit Cytochalasin 
B gewonnen. Zur isolierung der Mitochondrion werden die Cytoplasten nach J. Biol. Chem. 249, (1974) 
7991-7995 in 134 mM NaCI, 5 mM KCI, 0,7 mM Na2HPO*. 2,5 mM Tris, pH 7.5, bei 4*C gewaschen und 
10 Minuten in 10 mM NaCI, 1,5 mM CaCfe, 10 mM Tris, pH 7,5, bei 4'C inkubiert 

Die Cytoplasten werden durch Homogenisieren lysiert und das 0.7fache Volumen 0,5 M Mannitol, 0,17 
M Sucrose, 7 mM Tris. 7 mM EDTA hinzugegeben. Nichtlysierte Cytoplasten werden durch Zentrifugatron 
bei 1.200 x g, 15 Minuten, 4 # C sedimentiert. Der mitochondienhaltige Oberstand wird in einem diskontinu- 
ierlichen Sucrosegradienten (1,0 - 1,5 M Sucrose) in 5 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7,5, bei 65.000 x g, 30 
Minuten abgetrennt. Die Mitochondrion reichem sich in der Interphase an, werden gesammelt und in 134 
mM NaCI, 5 mM KCI, 0,7 mM Na2HP04, 2,5 mM Tris, pH 7,5, durch Zentrifugation bei 20.000 x g, 30 
Minuten, 4*C, sedimentiert (mitochondrienreiche Fraktion). Die Ubrigen Fraktionen des Sucrosegradienten 
werden vereint (mitochondienarme Fraktion). Das Sediment der itochondienreichen Fraktion wird in 75 mM 
NaCI, 50 mM EDTA, 25 mM Tris, pH 7,4, 2 % Natriumdodecylsulfat (SDS) resuspendiert. Die DNS wird 
zweimal in Phenol extrahiert und gegen 150 mM NaCI, 50 mM Nacitrat, pH 7,0, dialysiert. 

Das zirkulSre mitochondrial Genom wird in einem CsCI-Ethidiumbromid Gradienten bei 150.000 x g, 
24 Stunden. von nicht-mitochondrialer DNS getrennt. Die Bande zirkuISrer mitochondrialer DNS wird 
gewonnen, die DNA dreimal in isopropanol extrahiert und gegen 0,15 M Nacitrat, 0,001 M EDTA, pH 7,2, 
dialysiert (Fraktion A: zirkulares mitochondriales Genom). Die DNS wird in Ethanol gefallt und in 10 mM 
Tris, 0,1 mM EDTA, pH 7,5, aufgenommen. 

Die mitochondrienarme Fraktion des Sucrose-Gradienten wird zwei Stunden mit Proteinase K (100 
ug/ml) inkubiert, zweimal mit Phenol extrahiert, zwei Stunden mit RNase A (100 ug/ml) inkubiert und 
anschlieflend zweimaJ mit Phenol und Chloroform/Isoamyialkohol und einmal mit Ether extrahiert Die DNS 
wird in Ethanol gefallt und in 10 mM Tris, 0,1 mM EDTA aufgenommen (Fraktion B: extramitochondriaie 



EP 0 256 512 B1 



DNS). 

Die Obertragung der DNS der Fraktion A (3 ug) und d r Fraktion B (0,2 ug) in je 108 menschliche 
Lymphozyten erfolgt wie im Beispiei 1 .3 beschrieben. 

Ergebnis: 

In Kultur A werden 3 ug DNS der Fraktion A in 10 8 Lymphozyten transfiziert In Kultur B werden 0,2 ug 
DNS der Fraktion B in 10 8 Lymphozyten transfiziert In Kultur C (10 s Lymphozyten) erfolgt eine Schein- 
DNS-Obertragung. 

10 Wochen nach DNS-Obertragung wurden in Kultur B 29 permanent wachsende lymphoide Zellkolo- 
nien beobachtet. In Kultur A und C wurden keine permanent wachsende Kolonien erhalten (Tabelle 10). 

T a b e 1 1 e 10 



Imroortalisierung menschlicher Lymphozyten durch 
Transfektion von extramitochondrialer DNS 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Immortalisierung von humanen oder tierischen Zellen durch Fusion mit einem nicht 
vermehrungsfahigen Fragment einer permanent zOchtbaren Zelle und ZUchtung der fusionierten Zellen 
in einem Kulturmedium ohne Selektionssubstanzen, 

dadurch gekennzeichnet, 

daB man aus dem Cytoplasma einer permanent zOchtbaren menschlichen Oder tierischen Zelle 
gewonnene DNS in die zu immortalisierenden Zellen transfiziert 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , 
dadurch gekennzeichnet, 

da£ man als permanent zUchtbare Zelle eine Tumorzelle Oder eine immortalisierte, nicht tumorigene 
Zelle verwendet 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB man zur Gewinnung der DNS Cytoplasten der permanent zOchtbaren Zelle lysiert, das losliche 
Lysat mit einer Proteinase inkubiert, dann die DNS abtrennt und mit RNase inkubiert und emeut mit 
ein m DNS-L6sungsmittel extrahiert 
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4. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch g kennzelchn t, 

daB man zur Gewinnung der DNS Cytoplasma der permanent ztlchtbaren Zelle lysiert, die nukleSre 
DNS abtrennt, den Oberstand mit einer Proteinase inkubiert, dann die DNS abrennt und mit RNase 
inkubiert und erneut mit einem DNS-L6sungsmittel extrahiert 

5. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man zur Gewinnung von DNS Cytoplasma der permanent zQchtbaren Zelle lysiert, die mitochon- 
drienfreie Fraktion gewinnt, das ISsliche Lysat mit einer Proteinase inkubiert, dann die DNS abtrennt 
und mit RNase inkubiert und erneut mit einem DNS-L6sungsmittel extrahiert. 

6. Verfahren nach Anspruch 3, 4 oder 5 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man zur Abtrennung mit einem DNS-L6sungsmittel wie Phenol und/oder Chloroform-Isoamylalko- 
holgemisch extrahiert 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man die zu immortaiisierende Zelle in zum Wachstum bzw. zur Teilung angeregten Zustand mit 
der cytoplasmatischen DNS transfiziert. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekennzelchnet, 

daB man Lymphozyten in der Proliferationsphase I verwendet. 
Claims 

1. Process for the immortalization of human or animal cells by fusion with a fragment of a permanently 
culturable cell which is not capable of proliferation and culturing the fused cells in a culture medium 
without selective substances, 

wherein 

DNA obtained from the cytoplasm of a permanently culturable human or animal cell is transfected into 
the cells to be immortalized. 

2. Process as claimed in claim 1 , 
wherein 

a tumour cell or an immortalized, non-tumorigenic cell is used as the permanently culturable cell. 

3- Process as claimed in claim 1 or 2, 
wherein 

in order to obtain the DNA. cytoplasts of the permanently culturable cells are iysed, the soluble lysate 
is incubated with a proteinase, the DNA is then isolated, incubated with RNase and again extracted with 
a DNA solvent. 

4. Process as claimed in claim 1 or 2, 
wherein 

in order to obtain the DNA, cytoplasm of the permanently culturable cell is lysed, the nuclear DNA is 
separated, the supernatant is incubated with a proteinase, the DNA is then isolated and incubated with 
RNase and again extracted with a DNA solvent 

5. Process as claimed in claim 1 or 2, 
wherein 

in order to obtain DNA, cytoplasm of the permanently culturable cell is lysed, the mitochondria-free 
fraction is isolated, the soluble lysate is incubated with a proteinase, the DNA is then isolated and 
incubated with RNase and again extracted with a DNA solvent. 
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Process as claimed in claim 3, 4 or 5, 
wher In 

for the isolation, an extraction is carried out with a DNA solvent such as phenol and/or a chloroform- 
isoamyl alcohol mixture. 

Process as claimed in one of the previous claims, 
wherein 

the cell to be immortalized is transfected with the cytoplasmic DNA in a state stimulated to growth or 
division. 

Process as claimed in claim 7, 
wherein 

lymphocytes in proliferation phase 1 are used. 
is Revendications 

1. Procede pour immortaJiser des cellules humaines ou animales par fusion avec un fragment incapable 
de multiplication d'une cellule capable d'itre cuitivSe de maniere permanente et culture des cellules 
fusionnSes dans un milieu de culture sans substances de selection, caract6ris£ en ce que Ton 

20 transfecte dans les cellules a immortaJiser PADN obtenu a partir du cytoplasme d'une cellule humaine 
ou animale capable d'etre cultivge de maniere permanente. 

2. Proc6d£ selon la revendication 1, caracterise en ce que Ton utilise comme cellule capable d'etre 
cultiv^e de maniere permanente une cellule tumorale ou une cellule non tumorigene immortalisee. 

25 

3. Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que, pour obtenir I'ADN, on lyse des organites 
du cytoplasme de la cellule capable d'itre cultivee de maniere permanente, on incube le lysat soluble 
avec une proteinase puis on separe I'ADN, on I'incube avec la ribonuclease et on extrait de nouveau 
avec un solvant de I'ADN. 

30 

4. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que, pour obtenir I'ADN, on lyse le 
cytoplasme de la cellule capable d'§tre curtivge de maniere permanente, on separe I'ADN nucleaire, on 
incube le surnageant avec une proteinase puis on separe I'ADN, on I'incube avec la ribonuclease et on 
extrait de nouveau avec un solvant de I'ADN. 

35 

5- Proc6d6 selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que, pour obtenir I'ADN, on lyse le 
cytoplasme de la cellule capable d'etre cultivee de maniere permanente, on recueille la fraction 
exempte de mitochondries, on incube le lysat soluble avec une proteinase puis on separe I'ADN, on 
I'incube avec la ribonuclease et on extrait de nouveau avec un solvant de I'ADN. 

AO 

6. Proc6d£ selon la revendication 3. 4 ou 5, caractense en ce que. pour la separation, on extrait avec un 
solvant de I'ADN comme le phenol et/ou un melange chloroforme-alcool isoamylique. 

7. Proc6d£ selon Tune des revendications pr£c£dentes, caractense* en ce que I'on transfecte avec I'ADN 
45 cytoplasmique la cellule a immortaliser a retat stimuli pour la croissance ou la division. 

8- Procede selon la revendication 7, caractense en ce que I'on utilise des lymphocytes dans la phase de 
proliferation I. 
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